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(54) Title: METHOD FOR THE IN VIVO MODIFICATION OF THE SYNTHESIS ACTIVITY OF A METABOLITE BY MFATM<5 
OF THE MODIFICATION OF A GENE THE ACTIVITY OF WHICH IS NOT THE ORIGINAL ACnVTTY 

(54)Titre : PROCEDE DE MODIFICATION IN VIVO DE L'ACTTvTTE DE SYNTHESE D'UN METABOLITE PAR MODIFT 
CATION D'UN GENE DONT L'ACTTVITE N'EST PAS L'ACTIVITE ORIGINELLE Me 1 ABOLITE PAR MODIFI- 

*™t ra vi T f h , e J nVenti0n rcla ' eS *° , a meth0d f ° r ***** 3 P rotein X such 35 to modif y * e characteristics thereof by a) obtaining 
H ~ i ° fthe Sequenc * ^P"*** X - b y ">eans of aleatory mutagenesis, b) transformation of cells wiA aphenotype 

[P- w,th vectors composing the mutated nucleic acids obtained in step (a) which code for proteins X* where P- signifies that^d 
cells are auxotrophic for substance P, P begin the product of the action of X on the natural substrate thereof S, c) culLng sSd iTls 
ma medium comprising a substrate S*. S* being an analogue of the natural substrate S of the protein X, d) selection of the cells [P- 

fnrth. £ f ^ P £T nS ^ f^ CldS ' ex P ression vectore ' host cells comprising a vector, use of N-dideoxyribosyl transferases 
for the transfer of a d.deoxynbose (ddR) from a dideoxyribonucleoside to another nucleoside, a method for production of compound 
compnsmg a step using a mutated protein and a strain of <i>E. coli</i>. compounas 

(57) Abrege : ProcedS pour faire evoluer une proteine X de sorte a en modifier ses caracteristiques par a) obtention de mutants X* de 
la sequence ccKiant pour la proteine X par mutagenese al&toire, b) transfonnatio 

Z TZSFT" T S mUt& ° btenUS k ''^P 6 3) C0d3nt ^ 16 P™*™* X * P - queTesLes celt 

21Z * P P ° Ur SUbStanCe P ' P 6tant 16 Pr ° duit de l ' action de X sur *>" substrat naturel S c) mise en culture desdites 
ti l ™ v« nU CU COrnp f 03,11 U " Substrat S *' S * 6tant un du su "stra, nature! S de la proteine X, d) selection des 

cellules [P-:: X«] qu, ont surv^cu a r 6 tape c) dans lesquelles les prolines X* son, capables de realiser la biosynm^se du pro^uit P a 

Li T ^ 16 transfert d Un dideoxyribose (ddR) d'un dideoxyribonucleoside sur un autre nulceoside 

precede de preparation de composes comprenant une etape consistant a mettre en reuvre une proteine mutee, et une souche d'E. coll. 
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Proc<§d<§ de modification in vivo de I'activite de svnthese d'un metabolite oar 
modification d'un gene dont I'activite n'est pas I'activite oriainelle. 

5 La presente invention se rapporte a un procede d 'evolution 

artificielle in vitro et in vivo de proteines, ledit procede permettant de modifier 
I'activite d'une proteine X de sorte a obtenir un mutant capable d'agir sur un 
analogue du substrat naturel. Un mutant de la N-desoxyribosyltransferase 
(DTP) a ete obtenu, ladite mutation conferant ('acquisition de I'activite 

10 N-didesoxyribosyltransferase. 

De maniere generate, I'obtention . d'enzymes presentant des 
activites modifiees par rapport a leur activite naturelle est un enjeu important 
puisque cela permettrait d'avoir acces a des outils puissants dans de 
nombreuses applications industrielles, notamment en biotechnologie. 

15 Diverses solutions pour effectuer des mutations dirigees dans 

une molecule d'ADN ont ete decrites dans I'etat de la technique. Ces 
techniques consistent a introduire in vitro une mutation, une deletion ou une 
insertion en un site determine dans une molecule d'ADN par exemple en 
utilisant la PCR. Ces diverses techniques sont decrites dans Hall, et al. 

20 Protein Eng. 4:601 (1991); Hemsley, et al. Nucleic Acids Research 17:6545- 
6551 (1989); Ho, et al. Gene 77:51-59 (1989); Hultman, et al. Nucleic Acids 
Research 18:5107-5112 (1990); Jones, et al. Nature 344:793-794 (1990); 
Jones, et al. Biotechniques 12:528-533 (1992); Landt, et al. Gene 96:125- 
128 (1990); Nassal, et al. Nucleic Acids Research 18:3077-3078 (1990); 

25 Nelson, et al. Analytical Biochemistry 180:147-151 (1989); Vallette, et al. 
Nucleic Acids Research 17:723-733 (1989); Watkins, et al. Biotechniques 
15:700-704 (1993); Weiner, et al. Gene 126:35-41 (1993). Yao, et al. PCR 
Methods and Applications 1:205-207 (1992) et dans Weiner et al, Gene 
151:1/9-123(1994). 

30 Cependant, il est impossible de savoir a I'avance quel sera 

1'eflet d'une mutation donnee sur I'activite d'une proteine avec de telles 
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techniques. 

D'autres methodes consistent a introduire des mutations au 
hasard dans le genome par I'emploi d'agents mutagenes (2-aminopurine, 
hydroxylamine ou ACRIDINE) et a selectionner les cellules ou organismes 
5 montrant le phenotype recherche. Neanmoins, ces methodes conduisent a 
I'introduction de nombreuses mutations, parfois letales, et ne sont pas 
adaptees a faire evoluer une proteine donnee dans un but precis. 

Pour repondre aux besoins et problemes evoques 
precedemment, la presente invention propose un precede pour modifier 
1 0 I'activite d'une proteine combinant des etapes in vitro et in vivo. 

On a trouve dans le cadre de I'invention que I'introduction de 
mutations dans la proteine, suivie d'une confrontation avec un analogue du 
substrat naturel au sein du criblage selectif permet d'obtenir un proteine 
mutee ayant une forte activite sur le nouveau substrat. En repetant ces 
15 operations, il est possible d'obtenir des enzymes presentant une activite sur 
des substrats de plus en plus eloigne du substrat naturel initiate. 

Ce precede est particulierement adapte a des enzymes du type 
N-desoxyribosyltransferase (DTP). 

Les didesoxynucleosides tels DDI et DDC et leurs derives sont 
20 les inhibiteurs les plus efficaces connus a ce jour utilises dans la therapie 
contre le virus HIV. Ces composes sont synthetases chimiquement, mais 
peuvent egalement etre synthetises enzymatiquement. La 
N-desoxyribosyltransferase de Lactobacillus leichmannii (ainsi que celle de 
L. helveticus) enzyme qui catalyse le transfert de desoxyribose entre deux 
25 bases puriques ou pyrimidiques est egalement capable de transferer le 2',3'- 
didesoxyribose entre ces memes bases (Carson et Wasson, 1988). Ainsi, 
plusieurs pyrazolo (3,4-d) pyrimidine et triazolo (4,5-d) pyrimidine derives de 
la 2 , ,3'-didesoxycytidine et de la base correspondante ont ete synthetises 
(Fischer et coll, 1990). La reaction de transfert de 2\3'-didesoxyribose est 
30 toutefois nettement moins efficace que celle effectuee avec le 
2'-desoxyribose. Dans le but de disposer d'une enzyme ayant une activite 
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specifique plus elevee que ('enzyme native pour le transfert de 
2\3 -didesoxyribose, nous avons combine une etape de mutagenese 
aleatoire du gene ntd de L. leichmannii a une etape de selection des mutants 
en utilisant un crible genetique. 

Un crible fonctionnel permettant de selectionner la production 
d'uracile a ete dfabli chez E. coli, en deletant le g§ne pyrC qui commande la 
conversion de carbamyl aspartate en dihydroorotate ainsi que les g§nes 
codA et cdd qui commandent respectivement la desamination de la cytosine 
et de la (desoxy)cytidine pour donner la souche PAK 9. La souche PAK 9 
presente une exigence en uracile (u) qui ne pourra Stre satisfaite par rapport 
d'uridine (R-U), de desoxyuracile (dR-U) ou de didesoxyuracile (ddR-U). 
^utilisation de didesoxyuracile (ddR-U) pourra cependant etre selectionnee 
dans la souche PAK9 si un variant de la N-d6soxyribosyltransferase est 
capable de realiser une des deux reactions suivantes: 
15 i) ddR-U — ^ U + ddR, 
ii) ddR-U + C ddR-C + U. 

Une mutagenese ateatoire du gene ntd de L. leichmannii a ete 
effectuee, les produits mutes ont ensuite ete clones dans un plasmide et le 
melange utilise pour transformer la souche PAK9. Les clones transformants 
ont ete selectionnes en milieu mineral glucose additionne de didesoxyuracile 
(ddR-U) et de cytosine (C). Plusieurs transformants ont ete obtenus et sont 
capables de realiser I'echange 

ddR-Pyr + Pur ^ZlddR-Pur + Pyr 

25 ainsi que 

dR-Pyr + Pur ^ dR-Pur + Pyr. 

Les sequences nucleotidiques des differents variants de NTD 
sont identiques et ne different du gene sauvage que d'une mutation. Leurs 
30 activity enzymatiques ont 6te §valu6es a partir d'extraits bruts ou des 
proteines purifiees. L'activite specifique de NTD* est 10 fois interieure a celle 
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de NTD pour le transfert de desoxyribose mais est 7 fois superieure pour le 
transfert de didesoxyribose. 

L'enzyme selectionnee trouve son application dans la synthese 
enzymatique de 2',3-didesoxynucleoides de bases naturelles ou modifiees 
5 (5-halogeno-pyrimidines), comportant ou non des radioelements. Le procede 
peut etre etendu a la selection de variants capables de transferer, des 
derives de 2'-desoxyribose ou 2',3-didesoxyribose entre bases (tel que, 
S'-amino-^.S'-didesoxyribose ou 3'-azido-2',3'-didesoxyribose). 

En outre, dans le procede selon ('invention, on peut utiliser des 
10 cellules dans lesquelles une voie metabolique a ete inactivee. Le crible 
selectif consiste a complementer cette deficience en produisant le produit P 
pour lequel les cellules sont auxotrophes a partir d'un analogue du substrat 
naturel de la proteine X. 

Alternativement, on peut faire evoluer une proteine X par 
15 complementation d'une proteine apparentee Y, X et Y appartenant tous deux 
a la meme classe de la nomenclature enzymatique EC ou a des classes 
voisines. 



Description 

Ainsi, de maniere generate, la presente invention se rapporte a 
un procede d'evolution artificielle in vitro et in vivo de proteines, ledit procede 
permettant de faire evoluer in vivo une proteine X par complementation soit 
d'une proteine apparentee, soit par complementation d'une voie metabolique 
inactivee. 

Un tel procede permet de faire evoluer une proteine X de sorte 
a en modifier ses caracteristiques et comprend les etapes suivantes : 

a) obtention de mutants X* de la sequence codant pour la proteine X par 
mutagenese aleatoire ; 

b) transformation de cellules comportant un phenotype [P-] avec des vecteurs 
comportant les acides nucleiques mutes obtenus a I'etape a) codant pour 
les proteines X*. P- signifiant que lesdites cellules sont auxothrophes pour 
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la substance P, P etant le produit de Taction de X sur son substrat 
naturel S ; 

c) mise en culture desdites cellules dans un milieu comprenant un substrat 
S*. S* etant un analogue du substrat naturel S de la proteine X ■ 

d) selection des cellules [P- , X*] qui ont survecu a I'etape c) dans lesquelles 
les proteines X* sont capables de rSaliser la biosynthese du produit P a 
partir du substrat S*. 

La proteine mutante X* obtenue est une proteine possedant 
une activite voisine de la proteine naturelle X, X* et X appartenant a des 
classes enzymatiques communes ou voisines presentant au moins les trois 
premiers chiffres des classes EC de la nomenclature international a 4 
ch.ffres. Pour le passage d'une classe a une autre, on peut repeter le 
precede mentionne ci-dessus avec a chaque passage I'addition d'une 
modification supplemental sur ('analogue de substrat designe par S* Par 
analogue de substrat, on entend le substrat S naturel de la proteine X 
naturelle comportant une modification ou une alteration. Par modification de 
ce substrat, on entend I'addition ou la suppression d'au moins un atome un 
groupe ou substituant, la modification de la conformation spaciale du substrat 
(.somere, enantiomere, diasteroisorrtere). Cette modification peut etre 
mm.me ou importante du point de vue structurel. Dans le cas, ou on cherche 
a modifier de maniere substantiate I'actMte de la proteine (ou enzyme) on 
peut proc6der par repetition du precede en modifiant d'avantage le substrat 
S* a chaque nouveau cycle de selection. Peu a peu, la proteine accumule 
des mutations qui sont responsables de la modification de son activite. 

Dans ce precede, les cellules utilisees a I'etape b) sont 
obtenues par inactivation d'un moins un gene implique dans la voie 
metabolique naturelle conduisant au produit P. 

Ainsi, la proteine X* obtenue complemente la deficience de la 
vo,e metabolique naturelle conduisant au produit P dans un milieu pourvu du 
30 substrat S*. 

Par "complement", on entend la suppression du phenotype 
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auxotrophe resultant de I'inactivation du gene ou de la voie metabolique. 

Alternativement, les cellules peuvent etre des cellules dans 
lesquelles le gene codant pour une proteine apparentee a X a ete inactive au 
prealable. 

5 Par "inactivation", on entend une deletion en tout ou en partie, 

une insertion, ou une mutation rendant inoperant le gene. L'inactivation peut 
egalement consister en une modification conduisant a un phenotype du type 
Ts (temperature sensible). Dans ce cas, les cellules sont cultivees a des 
temperatures non permissibles pendant la phase de selection (etapes c) 
10 et d)). 

De preference, la proteine apparentee possede au moins les 
trois premiers chiffres de la nomenclature Internationale EC a 4 chiffres. 

Avantageusement, I'activite de la proteine X sur le substrat S 
est au moins 2, 5, 10, 25, 50, 100 ou 1000 fois superieure a son activite sur 
15 le substrat S*. Parallelement, I'activite de la proteine X* sur le substrat S* est 
au moins 5, 10, 25, 50, 100 ou 1000 fois superieure a son activite sur le 
substrat S. 

Parmi les proteines visees, on peut citer : 

20 Numero EC Norn selon la nomenclature Internationale 
- les ribosyltransferases, telles que par exemple : 



2.4.2.5 


Nucleoside ribosyltransferase. 


2.4.2.6 


Nucleoside deoxyribosyltransferase. 


2.4.2.7 


Adenine phosphoribosyltransferase 


2.4.2.8 


Hypoxanthine phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.9 


Uracil phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.10 


Orotate phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.11 


Nicotinate phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.12 


Nicotinamide phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.14 


Amidophosphoribosyltransferase. 


2.4.2.17 


ATP phosphoribosyltransferase. 

6 
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Anthranilate phosphoribosyltransferase. 
Dioxotetrahydropyrimidine phosphoribosyltransferase. 
Nicotinate-nucleotide-dimethylbenzimidazole 
phosphoribosyltransferase. 
Xanthine-guanine phosphoribosyltransferase. 
Queuine tRNA-ribosyltransferase. 
NAD(+) ADP-ribosyltransferase. 
NAD(P)(+)~arginine ADP-ribosyltransferase. 
NAD(+)-diphthamide ADP-ribosyltransferase. 
NAD(+)~dinitrogeN-reductase ADP-D-ribosyltransferase. 

- les kinases, telles que par exemple : 



2.7.1.20 Adenosine kinase. 

2.7.1.21 Thymidine kinase. 
2.7.1.38 Phosphorylase kinase. 
2.7.1.49 Hydroxymethylpyrimidine kinase. 
2.7. 1 .74 desoxycytidine kinase (DCK). 

2.7.4.6 Nucleoside-diphosphate kinase. 

2.7.4.7 Phosphomethylpyrimidine kinase. 

2.7.4.8 Guanylate kinase. 

2.7.4.9 Thymidylate kinase. 

2.7.4.10 Nucleoside-triphosphate-adenylate kinase. 

2.7.4.11 (Deoxy)adenylate kinase. 

2.7.4.12 T2-induced deoxy nucleotide kinase. 

2.7.4.13 (Deoxy)nucleoside-phosphate kinase. 

- les nucleotidyl transferases, telles que par exemple : 

2 7.7.6 DNA-directed RNA polymerase. 

2.7.7.7 DNA-directed DNA polymerase. 

2.7.7.8 Polyribonucleotide nucleotidyltransferase. 
2.7.7. 1 9 Polynucleotide adenylyltransferase. 



2.4.2.18 
2.4.2.20 
2.4.2.21 

2.4.2.22 
2.4.2.29 
2.4.2.30 
2.4.2.31 
2.4.2.36 
2.4.2.37 
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2.7.7.25 


ir\i\/A auenyiyitransrerase. 


2 7 7 48 

Cm m 1 ml .~ \.J 


r\iN/A-airecTea kima polymerase. 


2 7 7 49 

C-m ,1ml ."TV/ 


r\iMM-airecTeu una polymerase. 


2 7 7 50 

£— • I ml . \J\J 


mKiNjA guanyiyitransferase. 


- les nhn^nhnn/l 


ases, leiies que par exemple 


2 4 2 1 


runne-nucieoside pnospnorylase. 


2 4 2? 


rynmidine-nucleoside phosphorylase. 




uridine pnospnorylase. 


24P4 


I nymidine pnospnorylase. 


O /I D V 


Adenine phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.8 


Hypoxanthine phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.9 


Uracil phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.15 


Guanosine phosphorylase. 


2.4.2.23 


Deoxyuridine phosphorylase. 


2.4.2.28 


5-methylthioadenosine phosphorylase. 



De preference, la proteine X est selectionnee parmi les 
ribosyltransferases appartenant aux classes EC 2.4.2.-, en particulier les 
20 N-deoxyribosyltransferases de la classe EC 2.4.2.6. 

Bien entendu, d'autres enzymes, notamment les enzymes du 
metabolisme ou du catabolisme, peuvent faire I'objet d'une modification 
grace au precede selon I'invention. Ces enzymes et leur numero EC respectif 
sont repertories par le Committee of the International Union of Biochemistry 
25 and Molecular Biology (IUBMB) a I'adresse suivante : 
http://expasy.proteome.org.au/enzyme/ 

La mutagenese aleatoire de I'etape a) peut etre effectuee soit 
par variation de la concentration en manganese lors de la reaction PCR, soit 
par utilisation d'analogues de nucleotides promutagenes ou encore par la 
30 mise en oeuvre d'amorces comprenant une sequence aleatoire. Differentes 
techniques sont decrites dans les documents US 6,323,030 (Methods for 
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generating polynucleotides having desired characteristics by iterative 
selection and recombination), US 6,177,263 (Recombination of 
polynucleotide sequences using random or defined primers), WO 01/66798 
(Random truncation and amplification of nucleic acid), and EP1 205547 (DNA 
5 mutagenesis by random fragmentation and reassembly). 

Les cellules utilisees dans le cadre de I'invention sont des 
cellules procaryotes ou eucaryotes, de preference E. coll 

Dans un mode de realisation particulier, I'invention vise un 
precede tel que decrit ci-dessus pour faire evoluer une 
10 N-deoxyribosyltransferase (DTP) de sorte a obtenir une 
N-dideoxyribosyltransferase caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) obtention de mutants DTP* de la sequence codant pour une 
N-deoxyribosyltransferase (DTP) par mutagenese aleatoire ; 

15 b) transformation de cellules comportant un phenotype [N-] avec des vecteurs 
comportant les acides nucleiques mutes obtenus a I'etape a) codant pour 
les proteines DTP*, N- signifiant que lesdites cellules sont auxothrophes 
pour au moins un nucleoside, ledit nucleoside etant le produit de Taction de 
DTP sur son substrat naturel dR-N ; 

20 c) mise en culture desdites cellules dans un milieu comprenant un substrat 
ddR-N ; 

d) selection des cellules [N- :: DTP*] qui ont survecu a I'etape c) dans 
lesquelles les proteines DTP* sont capables de realiser le transfert du 
dideoxyribose (ddR) d'un dideoxyribonucleoside a un autre nucleoside 
25 conduisant a la production du nucleoside N necessaire pour la survie des 

cellules. 

Par nucleoside N, on entend un nucleoside naturel, c'est a dire 
des molecules constitutes d'un sucre relie a une base heterocyclique par 
une liaison N-glycosidique, les bases etant des pyrimidines (thymine, uracile, 
30 cytosine) ou des purines (adenine, guanine parmi les bases usuelles). Par 
N- , on entend un phenotype [A-, T-, G-, C-, U- ou I-]. 
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L'enzyme NTD* obtenu peut etre capable de reconnaTtre et 
transferer un analogue de deoxyribose tel que le did£oxyribose, mais 
egalement d'agir sur des analogues de nucleoside. Ainsi, I'analogue de 
substrat S* utilise peut etre un analogue de deoxyribonucleoside comportant 
5 au moins une modification chimique sur la base et/ou sur le ribose. 

Plus particulierement, la N-deoxyribosyltransferase (DTP) est la 
DTP de Lactobacillus leichmannii de SEQ ID No 1 . 

Dans ce proc6de, on peut utiliser a I'etape b) des bacteries 
E. coli ApyrC, Acod A, Acdd deficientes dans la voie metabolique conduisant 
10 a I'uracile. Cette bacterie est designee comme 6tant la souche PAK 9 
deposee a la CNCM le 27 Juin 2002 sous le N° I-2902. 

Dans un deuxfeme aspect, invention se rapporte a la proteine 
mutee X* susceptible d'etre obtenue a partir du procede decrit ci-dessus, 
caracterisee en ce qu'elle presente une activite modifiee par rapport a la 
1 5 proteine X initiate. 

La proteine X* peut etre une N-deoxyribosyltransferase mutee 
susceptible d'dtre obtenue a partir du procede selon Tinvention presentant 
une activite N-dideoxyribosy transferase. 

La presente invention a aussi pour objet une 
20 N-desoxyribosyltransferase mutee susceptible d'etre obtenue a partir des 
precedes ci-dessus decrits, caracterisee en ce qu'elle presente une activite 
N-dideoxyribosy transferase et/ou une activite sur des analogues de deoxy 
ou dideoxyribonucleoside comportant une base modifiee. 

Avantageusement, ('invention vise la N-deoxyribosyltransferase 
25 mutee precitee caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence SEQ ID No 
2 comportant la mutation G9S et en ce qu'elle presente une activite 
N-dideoxyribosyltransf§rase. 

L'invention concerne egalement un acide nucleique comprenant 
une sequence codant pour la N-deoxyribosyltransferase mutee (NTD*) 
30 mentionnee ci-dessus, notamment la sequence SEQ ID No 3. 

L'invention porte 6galement sur un vecteur d'expression 
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comprenant ladite sequence codante. Cette sequence peut etre fusionnee a 
un promoteur efficace dans les cellules eucaryotes et/ou procaryotes. Le 
vecteur peut etre un plasmide capable de transformer et de se maintenir 
chez E. coli. Le vecteur peut se maintenir dans la bacterie de maniere stable 
5 ou transitoire. 

L'invention vise egalement une cellule note comprenant un 
vecteur tel que decrit precedemment. 

Dans un troisieme aspect, l'invention se rapporte a I'utilisation 
d'une N-dideoxyribosyltransferase decrite ci-dessus pour le transfert d'un 
1 0 dideoxyribose (ddR) d'un dideoxyribonucleoside sur un autre nucleoside. Cet 
enzyme obtenue a partir du precede selon l'invention est particulierement 
utile pour la preparation d'analogues de nucleosides possedant des 
proprietes antitumorales, notamment du ddl ou ddC. 

Ainsi, l'invention porte egalement sur un procede de 
15 preparation de composes comprenant une etape consistant a mettre en 
oeuvre une proteine mutee definie ci-dessus. 

Ce procede est particulierement avantageux pour la preparation 
d'analogues de nucleosides ou nucleotides utiles pour le traitement du 
cancer ou de maladies infectieuses, notamment des dideoxyribonucleosides, 
20 en particulier le ddC ou ddl. 

L'invention a egalement trait a la souche d'E. coli PAK 9 de 
genotype ApyrC ::Gm, AcodA ::Km, cddi.TnW deposee a la CNCM sous le 
numero d'accession I-2902. 

On se referera aux l§gendes des figures ci-apres pour la suite 
25 de la description. 

Leqendes 

Figure 1 : Voies de biosyntheses 
- figure 1 a) la synthese "de novo" de I'ADN a partir de precurseurs simples. 
30 - figure 1b) la voie de sauvegarde ou de recyclage bien moins coGteuse en 
energie et impliquant des reactions de transfert de sucre a partir de bases 
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preformees (issues de la degradation hydrolytique d'acides amines et de 
nucleotides). 

Figure 2 : Cycle catalytique de NTD 
Figure 3 : Reaction ddU+l = ddl+U pour psu-ntdA 
5 - Figure 4 : Reaction ddU+l = ddl+U pour psu-ntd*C 
Figure 5 : Reaction dU+l = dl+U pour pSU-ntdA 
Figure 6 : Reaction dU+l = dl+U pour pSU-ntd*C 

EXEMPLE 1 : Synthese enzvmatique de nucleosides 

10 La synthese des nucleosides chez E. coll peut se faire selon 

deux procedes; [Agnete MUNCH-PETERSEN (1983). "Metabolism of 
nucleotides, nucleosides and nucleobases in microorganisms" published by 
Academic Press] (voir figures 1a et 1b). 

II existe deux classes d'enzymes qui catalysent le transfert d'un 

15 2-desoxyribosyle vers une base azotee ; voir ci-apres et [Jane R. 
HANRAHAN & David W. HUTCHINSON (1992). "The enzymatic synthesis of 
antiviral agents". Journal of Biotechnology; vol.23; 193-210. Celles-ci sont 
parfois employees pour la synthese d'analogues de nucleosides]. 

20 1.1 Les nucleosides phosphorvlases 

Pour revue voir [Thomas A. KRENITSKY, George W. 
KOASALKA & Joel TUTTLE (1981). "Purine nucleoside synthesis, an 
efficient method employing nucleoside phosphorylase". Biochemistry; vol. 20; 
3165-3621]. 

25 La plupart des micro-organismes (tel E. colt) utilise cette voie de 

synthese qui debute par la phosphorylation "reversible" d'un ribonucleoside 
en ribose-1-phosphate (ou 2-desoxyribonucleoside en 2-desoxyribose-1 - 
phosphate) a partir de phosphate inorganique avec liberation de la base 
donneuse (1) suivie de I'addition de la base acceptrice (2). 

30 

(1): (d)R-Base! + H2PO4 ^ (d)R-1 -phosphate + Base! 
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(2) : (d)R-1-phosphate + Base 2 (d)R-Base 2 + H 2 P0 4 - 

(3) = (1) + (2):(d)R-Basei + Base 2 Base, + (d)R-Base 2 

5 

(d)R = (2-desoxy)ribose 

[E] = PNPase (purine phosphorylase) ou Deo D pour Base = purine 
Urd Pase (uridine phosphorylase) ou UDP pour Base = U (et T de facon 
10 marginale) 

dThd Pase (thymidine phosphorylase) ou Deo A pour Base = T (et U de 
maniere marginale) 

Ces enzymes catalysent la meme reaction avec des substrats 

15 differents. 

Pourtant deux classes d'enzyrnes sont distinguees [A.R. 
MUSHEGIAN & E.V. KOONIN (1994). "Unexpected sequence similarity 
between nucleosidases and phosphoribosyltransferases of different 
specificity". Protein Science ; vol.3 ; 1081-1088] : 
20 - d'une part la famille I a laquelle sont rattachees Deo D et UDP (chez E. coli 
les sequences des acides amines qui les constituent sont tres similaires); 
- d'autre part la famille II regroupant les thymidine phosphorylases. Des 
enzymes ayant la meme fonction et pouvant fixer un meme substrat (telles 
UDP et Deo A) n'ont done pas forcement des sequences d'acides amines 
25 apparentees. 

1 .2 Les N-desoxvribosyltransferases (NTD) 

Les N-desoxyribosyltransferases catalysent le clivage des 
30 liaisons glycosidiques des 2-desoxynucleotides. Elles sont presentes chez 
certains micro-organismes qui ne possedent pas ou peu de purine et de 
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pyrimidine phosphorylase (lactobacilles par exemple) [6-8]. Elles participent 
au recyclage des nucleotides. 

Reactions catalysees selon le type coenzymes 

Deux types d'enzyme ont ete caracterises, [Jose HOLGUIN & 
Robert CARDINAUD (1975). "Trans-N-Deoxyribosylase: substrate specific 
studies". European Journal of Biochemmistry; vol.54; 515-520]. 

Purine desoxyribosyltransferase ou NTD I : 

Elle catalyse exclusivement le transfert reversible d'un sucre 
d'une base purique (base donneuse) vers une autre purine (base 
receveuse). 



(1) : (d)R-pun + pur 2 ^zT pun + (d)R-pur 2 

15 

Pyrimidine/Purine desoxyribosyltransferase ou NTD II : 

Elle catalyse majoritairement le transfert entre purine et 
pyrimidine selon les equations reversibles suivantes : 



20 (2) : (d)R-pyn + pyr 2 ^ pyn + (d)R-pyr 2 
(3) : (d)R-pyn + pur 2 ^1 PYU + (d)R-pur 2 

Mecanisme reaction ne I (figure 2) 

25 NTD II de Lactobacillus delbruckii reagirait selon un mecanisme 

"ping-pong-bi-bi" qui ferait intervenir deux substrats et deux produits [Jose 
HOLGUIN & Robert CARDINAUD (1975). "Trans-N-Deoxyribosylase: 
Purification by affinity chromatography and characterisation". European 
Journal of Biochemmistry; vol.54; 505-514 ; C. DANZIN & Robert 

30 CARDINAUD (1974). "Deoxyribosyl transfer catalysis with trans- 
N-deoxyribosylase. Kinetic studies of purine to purine trans- 
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N-deoxyribosylase. European Journal of Biochemistry; vol. 48; 255-252 ; 
C. DANZIN & Robert CARDINAUD (1976). "Deoxyribosyl transfer catalysis 
with trans-N-deoxyribosylase. Kinetic studies of purine (pyrimidine) to purine 
(pyrimidine) trans-N-deoxyribosylase. European Journal of Biochemistry; 
5 vol.62; 356-372]. 

On suppose que le sucre du nucleoside donneur (dBaseO se lie 
de facon covalente a I'enzyme. Une reaction intramoleculaire au sein de ce 
complexe binaire permet le clivage de la liaison p-glycosidique et la formation 
d'un complexe ternaire E-desoxyribosyl-Basei suivie de la liberation du 
10 premier produit (Basei). La base acceptrice (Base 2 ) se fixe alors sur 
I'intermediaire binaire et apres reaction intramoleculaire sur le site actif de 
I'enzyme, le second produit (dBase 2 ) est libere. L'enzyme peut des lors 
mener une autre catalyse. 

15 Proprietes physico-chimiques 

Les deux enzymes ont un poids moleculaire voisin (evalue aux 
alentours de 100 kDa) mais elles different par leur stabilite thermique (activite 
observee jusqu'a 45°C pour NTD I et 55°C pour NTD II) et leur pH optimum 
(6.4 pour NTD I et 6.0 pour NTD II). 

20 Le gene ntd de Lactobacillus delbruckii codant pour NTD II d'une longueur de 
471 bp code pour la synthese d'une proteine de 157 acides amines et de 
poids moleculaire total de 110 kDa [William J.COOK, Steven A. SHORT & 
Steven E. EALICK (1990). "Crystallization & preliminary X-ray investigation of 
recombinant Lactobacillus leichmanii nucleoside 2-deoxyribosyltransferase". 

25 The Journal of Biological Chemistry; vol.265; No.5; 2682-2683]. La structure 
cristalline de I'enzyme NTD II de L. delbruckii a ete determinee avec une 
resolution de 2,5 A. C'est un hexamere (trimere de dimeres) constitue de six 
sous-unites identiques de 18 kDa. Chaque sous-unite possede au centre un 
feuillet p parallele compose de cinq brins de longueurs diverses et entoure 

30 par quatre helices a disposees de fagon asymetrique. Chacune comprend un 
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site actif, mais les six centres catalytiques, distants deux a deux d'environ 
20 A, requierent la participation des chaTnes laterales des sous-unites 
voisines [Shelly R. ARMSTRONG, William J.COOK, Steven A. SHORT & 
Steven E. EAUCK (1996). "Crystal structures of nucleoside 2- 
5 deoxyribosyltransferase in native & ligand-bound forms reval architecture of 
the active site". Structure; vol.4; No.1; 97-107]. Ces dernieres sont 
impliquees dans le positionnement de I'acide amin6 catalytique (le glutamate 
98) [ David J.T. PORTER, Barbara M. MERRIL & Steven A. SHORT (1995). 
"Identification of the active site nucleophile nucleoside 
10 2-deoxyribosyltransferase as glutamic acid 98". The Journal of Biological 
chemistry; vol.270; No.26; 15551-15556]. 

Synthese enzymatique d'analogues de nucleosides 

Les reactions de transfer!, hautement st6reospecifiques, 
15 produisent en presence d'une transferase NTD I ou NTD II, exclusivement 
Tanomere p du nucleoside (ce qui evite I'etape de separation des isomeres a 
et p). 

L'enzyme possede une grande specificite vis-a-vis des 
2-desoxyribonucl6otides mais tolere un grand nombre d'analogues modifies 

20 sur le sucre ou sur la base. La thymidine et la cytosine semblent les plus 
efficaces donneurs de sucre. D'autre part le transfert peut s'effectuer sur un 
large panel de bases receveuses. Citons par exemple les purines 
substitutes en position 6 [D. BETBEDER, D.W. HUTCHINSON & A.O. 
RICHARDS (1989). "The stereoselective enzymatic synthesis of 9-p-D-2\3- 

25 dideoxynucleosides of N(6)-substitued purines". Antiviral Chem. Chemother ; 
vol.17; 4217-4222] et dYTP. 

dYTP : 

UimidazoIe-4-carboxamide note Y a ete propose comme purine 
30 simplifiee. Cet analogue a pour formule: 
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II a ete rapporte que le nucleotide dYTP pouvait se substituer a 
dATP ou dGTP lors de la copie de I'ADN ce qui introduit des mutations. On 
peut egalement citer les composes decrits WO 01/96354 (Institut Pasteur) de 
5 formule generate : 




Les enzymes NTD se revelent capables de catalyser de facon 
marginale la reaction d'echange entre un 2',3'-didesoxyribose et une base 
acceptrice : 

10 

dd-1'-Basei + Base 2 T~*~ Base^ + dd-1'-Base 2 

dd = 2',3-dideoxyribose 

Neanmoins la Vitesse de ce transfert reste tr£s faible comparee 
15 a celle caracterisant l'6change de desoxyriboses. 

Les 2\3'-didesoxyribonucleotides presentent un interet evident 
en tant que terminateurs de chaTne dans les procedures de sequencage. De 
plus la 2',3'-didesoxyadenosine (ddA) et la 2',3'-didesoxyinosine (ddl) sont 
utilises a des fins therapeutiques notamment dans le cas du virus du SIDA: 
20 ces analogues inhibent de maniere efficace la replication du VIH (virus 
d'immunodeficience humaine) [H. MITSUYA & S. BRODER (1987). 
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"Strategies for antiviral therapy in AIDS". Nature ; vol. 325 ; 773-778]. 

A cette fin, Pinvention apporte un nouveau procede cTobtention 
de mutants de Penzyme NTD II afin de selectionner des enzymes mutantes 
qui ont une plus forte specificite envers les 2 , ,3 , -didesoxyribonucleosides que 
5 Penzyme native. 

EXERflPLE 2 : Application du procede selon ['invention pour I'obtention 
de NTD* 

MATERIELS ET METHODES 

10 Les souches d'E. coli sont cultivees en milieu Luria-Bertani 

(LB)ou en milieu minimum MS (Richaud et coll 1993). Les antibiotiques 
kanamycine, Km, chloramphenicol Cm, sont utilises a la concentration finale 
de 25 pg/ml ; tetracycline, Tc et gentamycine, Gm, 10 pg/ml. Les nucleosides 
et bases sont utilises dans les milieux de culture a la concentration finale de 

15 0,3 mM. Les techniques de biologie moleculaire ont ete faites selon 
Sambrook et coll (1989) 

Les produits d'amplification sont purifies a Paide du QIAquick 
PGR purification (QIAgen) 

Les fragments d'ADN purifies sur gel d'agarose sont extraits a 

20 Paide du Kit Jetsorb (Genomed) ou du kit QIAquick gel extraction (QIAgen). 
L'ADN plasmidique est purifie a Paidq du kit QIAprep spin miniprep (QIAgen) 

1- Construction de la souche PAK9 ( MG1655 ApyrC ::Gm, AcodA ::Km, 
cdd ::Tn10) 

25 

• AcodA ::Km : 

Les oligonucleotides codBL 
(S'-NNNCCCGGGCTTCTTGCTCGCTTCTCGTTTGG-S') (SEQ ID No 4) et 
cynTR (5-NNGGATCCGTTTGACCGTAGCGGGCGAAC-3') (SEQ ID No 5) 
30 ont 6te utilises pour amplifier a partir de PADN de la souche d'E.coli MG1655 
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un fragment de 3,3kb contenant le gene pyrC. 

Les reactions de PCR sont effectuees dans un volume final de 
100 uL comprenant 100 pmol de chaque oligonucleotides, 700 ng d'ADN de 
la souche MG1655, les dNTPs a la concentration finale de a 200 uM, 10 uL 
5 de tampon de reaction 10 fois concentre de la Taq polymerase (Roche) et 
5U de Taq polymerase (Roche). Les parametres d'amplification sont: 
1 cycle de 5* a 95°C, 25 cycles comportant chacun les trois etapes 
suivantes : 30 secondes a 95°C, 30 secondes a 60°C, 2 minutes a 72°C, 
puis un cycle de 10 minutes a 72°C. Le produit d'amplification a ensuite ete 
10 digere par les enzymes de restriction Xma\ et BamH\, purifie sur gel et 
ligature au plasmide pMTL22 (Chambers et coll. 1988) digere par les memes 
enzymes et purifie sur gel comme ci-dessus. Le melange de ligature a ete 
utilise pour transformer la souche p 2033. L'ADN plasmidique de plusieurs 
transformants a ete prepare et utilise comme ADN matrice pour deleter le 
15 gene codA en utilisant les oligonucleotides codBR 
(5'-NGAATTCTTATTCGACACTGTTAGCCTCC-3') (SEQ ID No 6) et cynTL 
(5'-NGAATTCACGACTGGGTTACAGCGAGC-3') (SEQ ID No 7) dans les 
memes conditions et avec les memes parametres que ci-dessus. Le produit 
d'amplification a ensuite ete digere par I'enzyme de restriction EcoRI, purifie 
20 sur gel d'agarose et ligature au fragment EcoRI de 1,2kb de pUC4K 
(Pharmacia) conferant la resistance a la kanamycine. Le melange de ligature 
a ete utilise pour transformer la souche p 2033. L'ADN plasmidique de 
plusieurs transformants resistants a la kanamycine a ete prepare puis utilise 
comme ADN matrice pour une reaction d'amplification avec les 
25 oligonucleotides codBL et cynTR. Le produit d'amplification a ensuite ete 
purifie sur gel d'agarose, digere par I'enzyme de restriction Dpn\ pendant 12 
heures a 37°C puis extrait au phenol et precipite a I'ethanol. L'ADN remis en 
solution dans de I'eau a ete utilise pour transformer la souche MG1655 
hebergeant le plasmide pKOBEG par electroporation (don de J-M Ghigo, 
30 Unite des membranes bacteriennes). Les clones transformants obtenus sur 
milieu LB en presence de kanamycine ont ensuite ete testes pour la 
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sensibilite a la 5-fluorouracile et la resistance a la 5-fluorocytosine. La 
deletion du gene codA a egalement ete verifiee par amplification avec les 
oligonucleotides codBL et cynTR. 

5 *ApyrC::Gm: 

Les oligonucleotides 
ycEL (5 , -NNNCCCGGGGCCGACCTGCTGGCCCACTCTGACGG-3 , ) 
(SEQ ID No 8) et 

dinR (S'-NNGGATCCCCCGGCGGCAGCGCCTACGGAACCGCTGCC-S') 

10 (SEQ ID No 9) 

ont §te utilises pour amplifier a partir de I'ADN de la souche d'E.coli MG1655 
un fragment de 3,1 kb contenant le gene pyrC. selon le protocole decrit pour 
codA, Le produit d'amplification a ensuite ete insere dans le plasmide 
pCR2.1-T0P0 (Invitrogen, USA) et le melange utilise pour transformer la 

15 souche TOP1 OF '(Invitrogen, USA). L'ADN plasmidique des clones 
transformants a ensuite ete prepare et utilise comme matrice dans une 
reaction d'amplification avec les oligonucleotides 

yceR (5 , -NGAATTCTTAATCAGTAAATGGAATGACAATTTCGCC-3 , ) 
(SEQ ID No 10) et 

20 dinL (5 , -NGAATTCAAATCGTAGCTTCCTGTTGTCATTAGG-3 , ) 
(SEQ ID No 11). 

Les parametres d'amplification 1 cycle de 5* a 95°C, 25 cycles 
comportant chacun les trois etapes suivantes : 30 secondes a 95°C, 30 
secondes a 65°C, 3 minutes a 72°C, puis un cycle de 10 minutes a 72°C. Le 

25 produit d'amplification a ensuite ete digere par I'enzyme de restriction EcoRI 
purifie sur gel et ligature a un fragment EcoRI de 1,1 kb conferant la 
resistance § la gentamycine. Le melange de ligature a ete utilise pour 
transformer la souche p 2033. UADN plasmidique des clones transformants 
resistant a la gentamycine a ensuite ete prepare et utilise dans une reaction 

30 d'amplification avec les oligonucleotides yceL et dinR. Le produit 
d'amplification a ensuite et§ purifie sur gel d'agarose puis digere par 
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I'enzyme de restriction Dpn\ pendant 12 heures a 37°C et precipite a 
I'Sthanol apres extraction au phenol. L'ADN a ete remis en solution dans de 
I'eau puis utilise pour electroporer la souche MG1655 hebergeant le 
plasmide pKOBEG. Les clones transformants obtenus sur milieu LB en 
5 presence de gentamycine et d'uracile Les clones auxotrophes pour I'uracile 
etaient egalement deletes du gene pyrC. 

• ApyrC ::Gm, AcodA ::Km, cdd : :7n10. 

La mutation cooA ::Km portee par la souche PAK1 a ete 
1 0 transduite dans la souche PAK2 (MG1655 ApyrC ::Gm) a I'aide du phage P1 . 
Les transductants ont ete selectionnes sur milieu LB supplements en 
kanamycine, gentamycine et uracile. De la meme maniere la mutation 
cdd::Tn10 a ete introduite dans la souche PAK15 (MG1655 ApyrC ::Gm, 
AcodA ::Km) par transduction a I'aide d'un stock de phage P1 prepare a 
15 partir de la souche 07234 Adeo, argE: .am cdd : : 7/710). Les transductants 
ont ete selectionnes sur le milieu decrit ci-dessus supplements en 
tetracycline ce qui a permis d'isoler la souche PAK9 (MG1655 ApyrC ::Gm, 
AcodA ::Km, cdd ::7/?10). La souche PAK9 est auxotrophe pour I'uracile (U), 
I'uridine (rU) et la 2'-desoxyuridine (dU) et est incapable de croitre sur milieu 
20 minimum mineral supplements en glucose et en cytosine (C), cytidine (rC) ou 
2'-deoxycytidine (dC). 

2- Mutageneses 

2.1 Variation de la concentration en manganese lors de la reaction PCR 

25 Les amorces FP23 (5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACG) 

(SEQ ID No 12) et RP23 (5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGG) (SEQ ID 
No 13) ont ete utilises pour amplifier le gene ntd clone dans le plasmide 
PSU19 selon des conditions standard d'amplification excepts la 
concentration finale en dNTPs : 20 uM et la concentration en ion Mn 2+ qui 

30 varie de 0 a 0,5 mM final selon les experiences. Les parametres 
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d'amplification 1 cycle de 5 minutes a 95°C, 40 cycles comportant chacun les 
trois etapes suivantes : 30 secondes a 95°C, 30 secondes a 53°C, 3 minutes 
a 72°C, puis un cycle de 10 minutes a 72°C. 

5 2.2 R/lutagenese par incorporation d'un analogue de purine dYTP 

Differentes reactions d'amplification ont ete effectuees en 
utilisant les oligonucleotides RP23 et FP23 comme amorces, le plasmide 
pSU19 contenant le gene ntd comme ADN matrice. Afin de substituer le 
dATP, les concentrations suivantes ont ete utilisees : dYTP (1mM), dGTP, 

10 dCTP et dTTP (200 pM) dATP variant de 1 a 5 pM. Afin de substituer le 
dGTP, les concentrations suivantes ont ete utilisees : dYTP (1 mM), dATP, 
dCTP et dTTP (200 pM) dGTP variant de 1 a 5 pM. Les parametres 
d'amplification sont les memes que ceux qui sont decrits ci-dessus la 
troisieme etape exceptee ou le temps d'elongation est de 10 minutes. Une 

15 seconde reaction d'amplification est ensuite realisee dans les conditions 
standard en utilisant 10 pL de la premiere amplification 

3- Clonaae et selection 

Les produits d'amplification purifies sont digeres durant 2 
20 heures a 37°C par les enzymes de restriction BamH\ et HindMl. Apres 
migration a 150 V durant 45 min, ils sont purifies par extraction du gel 
d'agarose a 1 % a I'aide du kit QIAquick gel extraction (QIAgen). 

Le plasmide pSU19 est digere par les mimes enzymes et 
purifie selon la meme procedure. 
25 Les ligatures realisees dans un volume de 20 pL comprennent 

15 ng des produits d'amplification, 50 ng de pSU1 9 digere par BamH\-Hind\\\, 
2 pL de tampon de reaction 10x concentre de la T4 ADN ligase et 6 U de T4 
ADN ligase. La reaction est effectuee a 16°C durant 18 heures. 

Les produits de ligature sont ensuite dialyses sur filtre Millipore 
30 (0,05 pm ; 13 mm) pendant 30 min puis utilises pour transformer la souche 
PAK9, preparee selon le protocole decrit par Dower et coll (1987), par 
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electroporation. 

1 a 5 uL d'ADN ligature melanges a 50 |jL de la souche PAK9 
dans une cuvette de 2 mm sont soumis a une charge de 2,5 kV. Apres une 
incubation d'une heure a 37°C dans 1 ml de milieu LB supplements en 
5 uracile (0,3 mM), deux lavages successifs avec 1 ml milieu MS 1x sont 
effectues. 

450 uL de suspension sont etales sur milieu gelose mineral 
glucose supplements en Cm, ddU et C. Les boites sont incubSes a 37°C 
durant 4 jours. Les colonies selectionnees sont ensuite isolees sur le meme 
10 milieu. 

L'ADN plasmidique des colonies isolees est prepare a partir de 
culture en milieu LB supplements en Cm et U. Le sSquencage a ete effectue 
par la societe MWG-BIOTECH. 



15 4- Mesure de I'activite enzvmatiaue des extra its brute des differents 
mutants 

4.1 Preparation des extra its brute 

Les precultures sont obtenues apres inoculation d'une colonie 
isolSe dans 5 mL de milieu LB contenant Cm et U pour la souche PAK9 
20 suivie d'une nuit d'incubation sous agitation a 37°C. 

Le lendemain, 15 mL de milieu LB Cm et U sont inocules a une 
DOeoo = 0,01. Les cultures sont ensuite incubees a 37°C jusqu'a une DO 
comprise entre 0,8 et 1 . 

Les cellules sont ensuite centrifugees a 4 000 rpm pendant 30 
25 minutes a 4°C, le culot est remis en suspension dans 10 ml de tampon 
phosphate (Na 2 HP0 4 + NaH 2 P0 4 ) a 50 mM (pH = 7,5). Apres centrifugation, 
le culot est remis en suspension dans 1 ml du meme tampon. Les cellules, 
conservees dans de la glace, subissent alors trois cycles de 30secondesde 
sonication et 30secondesde repos. Apres centrifugation a 12000 rpm durant 
30 2x 15 minutes a 4°C; les surnageants sont recuperes et stockes a -20°C. 
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4. 2 Reaction enzymatique 

50 uL d'extrait enzymatique sont additionnes a 200 uL de 
tampon citrate a 100 mM pH 6,44 en presence de ddU ou dU a 3 mM final et 
de C a 1 mM final pour la souche PAK9, le tout est incube a 37°C. 
5 L'avancement de la reaction est suivi par CCM (Silice ; eluant : MeOH- 
CH 2 CI 2 (20/80)). Les produits sont reveles sous UV, et les sucres reveles par 
le reactif de Zucker La disparition des substrats et la formation des produits 
ont aussi ete quantifies par analyse en HPLC. Les differents produits sont 
separes par HPLC analytique avec une colonne phase inverse (100-5C18) 
10 en utilisant un debit de 1 ml / min et un gradient lineaire 5-25 % CH 3 CN dans 
un tampon triethylammonium acetate 10 mM a pH 7,5 pendant 20 min. 

5- Sumroduction et purifi cation de la /V-deoxvribosv I transferase native 
et du mutant LL7. 

15 Les oligonucleotides 

5'-GATATACAIAIGCCAAAAAAGACGATCTAC (SEQ ID No 14) et 
5'-N NGG^TCCTTAGTATACGGCACCTTCGTAGAAGTCG (SEQ ID No 15) 
ont ete utilises comme amorce dans une reaction d 'amplification dans des 
conditions standard en utilisant le gene ntd clone dans le pSU19 ou le mutant 

20 7 selectionne precedemment comme ADN matrice. Chaque produit 
d'amplification a ete digere par les enzymes de restriction Ndel et BamHl 
pendant 2 heures a 37°C, purifie sur gel d'agarose et insere dans le 
plasmide pET24a (NOVAGEN) digere par les memes enzymes puis le 
melange de ligature utilise pour transformer la souche (5 2033. L'ADN 

25 plasmidique des colonies a ete prepare et digere par les enzymes Ndel et 
BamHl. Ceux dont la sequence etait correcte ont ete utilises pour transformer 
la souche BL21 (DE3)/pLYS (NOVAGEN). La surproduction des deux 
enzymes a ete obtenue a partir de cultures de 500 ml de milieu LB 
supplement en Km et Cm. Ces cultures ont ete induites a une D0 60 o = 1 par 

30 addition d'IPTG (0,4 mM), I'incubation etant poursuivie pendant 2 heures a 
37°C. 



24 



WO 2004/087918 



PCT/FR2004/000744 



Les cellules sont ensuite centrifugees 15 minutes a 4000 rpm a 
4°C, lavees dans 50 ml de tampon phosphate puis le culot obtenu apres 
centrifugation est conserve une nuit a -20°C. Le culot bacterien remis en 
suspension dans 20 ml de tampon phosphate est ensuite lyse par un 
5 passage a la presse de French a 14000 psi. Le lysat est centrifuge pendant 
90 minutes a 50000 rpm. Le surnageant contenant les proteines solubles est 
ensuite precipite au sulfate d'ammonium (55% saturation). Le precipite 
obtenu apres centrifugation a 13 900 rpm (20 000 g) pendant 30 minutes a 
4°C est remis en suspension dans 5 ml de tampon phosphate 100 mM 

10 pH 7,5 puis dialyse durant une nuit a 4°C contre 1e meme tampon a pH 6,0. 
L'extrait enzymatique est ensuite chauffe a 60°C pendant 5 minutes puis 
replace immediatement dans la glace. Les proteines denaturees sont 
eliminees par centrifugation a 20 000 rpm pendant 30 minutes a 4°C. La 
purete de chaque enzyme est ensuite analyse par gel SDS-PAGE et la 

15 concentration determinee a I'aide du dosage de Bradford en utilisant une 
gamme de BSA comme standard. La mesure des activites enzymatiques est 
effectuee comme decrit dans le paragraphe 4.2. 

RESULTATS 
20 Test de I'activite des extra its enzymatiques 

L'activite presente dans l'extrait enzymatique prepare est dosee 
en suivant I'apparition du produit sur CCM. Deux types de reaction sont 
testes selon que le sucre transfere est un desoxyribose ou un 
didesoxyribose. 

25 Apres 3 heures d'incubation a 37°C, seuls les extraits des 

mutants catalysent la reaction de transfert 
ddU + C — ddC + U. 

lis sont aussi capables comme la souche sauvage de transferer 
le desoxyribose mais avec une vitesse apparemment plus lente. 
30 D'autre part les reactions 

ddU + I — - ddl + U 
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ainsi que 

ddT + C — ddC + T 
ont aussi donne des resultats positifs avec ces quatre extraits. Ces resultats 
montrent qu'avec une didesoxypyrimidine comme donneuse, la base 
5 acceptrice peut etre une purine ou une pyrimidine. 

En outre, les extraits provenant des divers mutants semblent se 
comporter de la meme maniere. Nous avons poursuivi I'etude cinetique plus 
particulierement sur le mutant pSU-nfoTC en comparant son activite a celle 
de la souche sauvage pSU-nfc/A grace a des analyses par HPLC. 

10 

Suivi Cinetique des reactions a pH = 7,5 

Nous avons choisi de considerer les reactions (1) et (2) et de 
prendre dU ou ddU comme donneur et I'hypoxanthine I comme accepteur. 

15 (1) dU + l = dl+U 

(2) ddU + I = ddl+U 

Les nucleosides donneurs sont introduits en exces par rapport 
a la base acceptrice (dans un rapport 3:1) afin de deplacer I'equilibre des 
20 reactions dans le sens du transfert du sucre. 

L'analyse par HPLC permet de suivre precisement 
I'avancement de la reaction en fonction du temps. Les produits de reaction 
sont caracterises par un temps de retention t (donne pour un gradient de 0 a 
15 d'acetonitrile dans un tampon en 20 minutes). La detection se fait a 
25 254 nm. 





U 


I 


dU 


dl 


ddU 


ddl 


t (min) 


3,8 


6,7 


7,8 


9,3 


10,4 


11,9 



Reaction (1): transfert de deso^yribose 

Comme le montre la figure 3, la N-desoxyribosyltransferase 



26 



WO 2004/087918 



PCT/FR2004/000744 



NTD II de pSU-ntd A catalyse rapidement cet echange: la formation de U et 
dl est quasi-immediate. Apres une heure a 37°C, plus de 70 % 
d'hypoxanthine I (reactif limitant) a reagi et on constate la formation de dl. Au 
bout de quatre heures; il y a eu consommation de 88 % de I introduit 
5 initialement en vue de produire dl et U. 

La souche mutante est egalement capable de realiser I'echange 
de desoxyribose mais avec une cinetique beaucoup plus lente que la souche 
sauvage. Une heure a 37°C est necessaire avant I'apparition des produits: 
environ 30 % de I ont alors ete transformer (figure 4). Meme si la reaction 
10 s'avere plus lente, I'equilibre est dans les deux cas atteint apres douze 
heures. 

Reaction (2): transfert de didesoxyribose 

Aucune conversion de ddU en ddl n'est obtenue avec les 
15 extraits exprimant le gene ntd sauvage et ce m§me au bout de 24 heures a 
37°C (figure 5). 

Par contre avec les extraits exprimant le gene mute, la 
N-desoxyribosyltransferase catalyse au bout d'une heure la formation de ddl 
et de U avec 25 % d'hypoxanthine ayant reagi (figure 6). La figure 6 montre 

20 les proportions relatives des reactifs et des produits pour les deux souches 
apres trois heures a 37°C. Dans le cas de I'extrait contenant I'enzyme 
mutante apres la consommation de plus de 50 % de I en quatre heures la 
reaction diminue. Aucun deplacement de I'equilibre atteint n'est detectee 
apres 24 heures. La reaction se revele quasiment totale (plus de 90 % de I a 

25 reagi afin de synthetiser ddl et U). En revanche avec la souche temoin sont 
produits seulement 5 % du ddl synthetisable. 

L'enzyme NTD* produite par le plasmide pSU-rjfcTC s'avere un 
excellent catalyseur de la reaction d'echange vis-a-vis de 
2',3'-didesoxyribose. Deux aspects capitaux ont ete modifies: la vitesse a 

30 nettement augments et I'etat d'equilibre s'est largement deplace en faveur du 
transfert de 2\3'-didesoxyribose. Ainsi la reaction est devenue a la fois rapide 
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et quantitative. 
CONCLUSION 

Differents protocoles de mutagenese aleatoire ont ete testes en 
5 vue de modifier la specificite de ia N-desoxyribosyltransferase vis-a-vis des 
didesoxyriboses. Le premier est base sur I'alteration de la fidelite de ia Taq 
polymerase en presence de manganese, qui dans les conditions testees 
(0,25 mM) genere un nombre limite de mutations par clone. Le second 
protocole est base sur I'utilisation d'un analogue nucleosidique, dYTP, a la 
10 place de dGTP qui est decrit pour generer un faible taux de mutations. II 
semblerait done que la conversion d'une activity N-desoxyribosyltransferase 
en une activite N-didesoxyribosyltransferase ne requiert qu'une ou deux 
mutations. 

Le nombre de mutants retenus apres I'etape de selection sur 
15 boTte reste tres faible par rapport au nombre total de mutants generes. Cette 
observation souligne le pouvoir d'une selection basee sur des exigences 
nutritionnelles. 

D'autre part les N-desoxyribosyltransferases mutees NTD* 
exprimees dans la souche ApyrC AcodA Aodd peuvent catalyser diverses 
20 reactions d ! echange telles: 

ddU + C = ddC + U ; 
ddT + C = ddC + T et 
ddU + I = ddl + U. 

25 

Une etude cinetique de cette derniere reaction montre que la 
Vitesse de transfert de didesoxyribose par Tenzyme mutee a ete augmentee 
au moins d ! un facteur 10 par rapport a celle de Tenzyme sauvage. 

En outre la reaction catalysee par la N-desoxyribosyl- 
30 transferase NTD* peut etre consideree comme rapide et totale avec plus de 
90 % du reactif limitant consomm6. 
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L'enzyme mutee est aussi capable de catalyser I'echange de 
desoxyribose mais avec une vitesse de reaction diminuee de moitie par 
rapport a celle observee pour I'enzyme native. En outre reiterer une evolution 
dirigee sur les genes mutes peut se concevoir. Ainsi, une synthese 
5 enzymatique d'agents antiviraux catalysee par ces enzymes mutees pourrait 
etre envisagee. Cette perspective simplifierait la preparation des 
didesoxynucleotides, obtenus en general par reduction des 
desoxynucleotides correspondants. 

Le procede de mutagenese aleatoire associe a une phase de 
10 selection est applicable a de nombreux genes codant par exemple pour la 
synthese de produits biologiquement interessants. II ouvre la porte vers une 
variabilite prodigieuse de genes mutes a partir d'un gene unique et peut ainsi 
permettre d'ameliorer une activite deja existante chez certaines enzymes 
voire de generer une activite nouvelle. 
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10 



15 



REVENDICATIONS 

1. Precede pour faire evoluer une proteine X de sorte a en 
modifier ses caracteristiques comprenant les etapes suivantes : 

a) obtention de mutants X* de la sequence codant pour la proteine X par 
mutagenese aleatoire ; 

b) transformation de cellules comportant un phenotype [P-J avec des vecteurs 
comportant les acides nucleiques mutes obtenus a I'etape a) codant pour 
les proteines X*. P-signifiant que lesdites cellules sont auxothrophes pour 
la substance P, P 6tant le produit de Taction de X sur son substrat nature! 
S; 

c) mise en culture desdites cellules dans un milieu comprenant un substrat 
S*, S* etant un analogue du substrat naturel S de la proteine X ; 

d) selection des cellules [P- :: X*] qui ont survecu a I'etape c) dans lesquelles 
les proteines X* sont capables de realiser la biosynthese du produit P a 
partir du substrat S*. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
proteine mutante X* obtenue est une proteine possedant une activite voisine 
de la proteine naturelle X, X* et X appartenant a des classes enzymatiques 
communes ou voisines presentant au moins les trois premiers chiffres des 
classes EC de la nomenclature internationale a 4 chiffres. 

3. Procede selon I'une des revendications 1 et 2, caracterise en 
ce que les cellules utilisees a I'etape b) sont obtenues par inactivation d'un 
moins un gene implique dans la voie metabolique naturelle conduisant au 

25 produit P. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que la 
proteine X* complemente la deficience de la voie metabolique naturelle 
conduisant au produit P dans un milieu pourvu du substrat S\ 

5. Procede selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en 
ce que I'activite de la proteine X sur le substrat S est au moins 2 fois 
superieure a son activite sur le substrat S*. 
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6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en 
ce que I'activite de la proteine X* sur le substrat S* est au moins 10 fois 
superieure a son activite sur le substrat S. 

7. Procede selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise en 
5 ce que la proteine X est selectionnee parmi les ribosyltransferases 

appartenant aux classes EC 2.4.2.-, en particulier les 
N-deoxyribosyltransferases de la classe EC 2.4.2.6. 

8. Procede selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise en 
ce que la mutagenese aleatoire de I'etape a) est effectuee soit par variation 

10 de la concentration en manganese lors de la reaction PCR, soit par utilisation 
d'analogues de nucleotides promutagenes ou encore par la mise en ceuvre 
d'amorces comprenant une sequence aleatoire. 

9. Procede selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en 
ce que lesdites cellules sont des cellules procaryotes ou eucaryotes, de 

15 preference E. coli. 

10. Procede selon I'une des revendications 1 a 9 pour faire 
evoluer une N-deoxyribosyltransferase (DTP) de sorte a obtenir une 
N-dideoxyribosyltransferase caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

20 a) obtention de mutants DTP* de la sequence codant pour une 
N-deoxyribosyltransferase (DTP) par mutagenese aleatoire ; 

b) transformation de cellules comportant un phenotype [N-] avec des vecteurs 
comportant les acides nucleiques mutes obtenus a I'etape a) codant pour 
les proteines DTP*, N- signlfiant que lesdites cellules sont auxothrophes 

25 pour au moins un nucleoside, ledit nucleoside etant le produit de faction de 

DTP sur son substrat naturel dR-N ; 

c) mise en culture desdites cellules dans un milieu comprenant un substrat 
ddR-N ; 

d) selection des cellules [N- :: DTP*] qui ont survecu a I'etape c) dans 
30 lesquelles les proteines DTP* sont capables de realiser le transfert du 

dideoxyribose (ddR) d'un dideoxyribonucleoside a un autre nucleoside 
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conduisant a la production du nucleoside N necessaire pour la survie des 
cellules. 

11. Procede selon (a revendication 10 caracterise en ce que la 
N-deoxyribosyltransferase (DTP) est la DTP de Lactobacillus leichmannii de 

5 SEQ ID No 1. 

12. Procede selon Tune des revendications 10 et 11 caracterise 
en ce que les cellules utilisees a I'etape b) sont des bacteries E. coli ApyrC, 
AcodA, Acdd deficientes dans la voie metabolique conduisant a I'uracile. 

13. Proteine X mutee susceptible d'§tre obtenue a partir du 
10 procede selon I'une des revendications 1 a 12, caracterisee en ce qu'elle 

presente une activite modifiee par rapport a la proteine X initiate. 

14. N-deoxyribosyltransferase mutee susceptible d'etre obtenue 
a partir du procede selon I'une des revendications 1 a 12, caracterisee en ce 
qu'elle presente une activite N-dideoxyribosyltransferase et/ou une activite 

15 sur des analogues de deoxy ou dideoxyribonucleoside comportant une base 
modifiee. 

15. N-deoxyribosyltransferase mutee selon la revendication 14 
caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence SEQ ID No 2 comportant la 
mutation G9S et en ce qu'elle presente une activite 

20 N-dideoxyribosyltransferase. 

16. Acide nucleique comprenant une sequence codant pour la 
N-dideoxyribosyltransferase selon la revendication 15, notamment la 
sequence SEQ ID No 3. 

17. Vecteur d'expression comprenant une sequence codante 
25 selon la revendication 16. 

18. Vecteur selon la revendication 17, caracterise en ce que 
ladite sequence est fusionnee a un promoteur efficace dans les cellules 
eucaryotes et/ou procaryotes. 

19. Vecteur selon I'une des revendications 17 et 18, caracterise 
30 en ce qu'il s'agit d'un plasmide capable de transformer et de se maintenir 

chez E. coli. 
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20. Cellule hote comprenant un vecteur selon Tune des 
revendications 17 a 19. 

21. Utilisation d'une N-dideoxyribosyltransferase selon Tune 
des revendications 14 et 15 pour le transfert d'un dideoxyribose (ddR) d'un 

5 dideoxyribonucleoside sur un autre nucleoside. 

22. Utilisation selon la revendication 21 pour la preparation 
d'analogues de nucleosides ou nucleotides possedant des proprietes 
antitumorales. 

23. Utilisation selon la revendication 21 pour la preparation du 

10 ddlouddC. 

24. Proc6de de preparation de composes comprenant une 
etape consistant a mettre en oeuvre une proline mutee selon Tune des 
revendications 13 a 15. 

25. Procede selon la revendication 24 pour la preparation 
15 dialogues de nucleosides ou nucleotides utiles pour le traitement du 

cancer ou de maladies infectieuses, notamment des dideoxyribonucleosides, 
en particulier le ddC et le ddl. 

26. Souche d'E. coli PAK 9 de genotype ApyrC ::Gm, 
AcocM::Km, cdd ::Tn10 deposee a la CNCM sous le numero d'accession 

20 I-2902. 
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Figurela : Schematisation de la voie "de novo" de UTP et CTP chez 
E. coli 



Py rA PyrD pyrH ndk pyrG 

HC0 3 " 6> dihydroorotate ^UMP f> UDP D> UTP ► CTP 

pyrB pyrE 
pyrC pyrF 



ndk: nucleoside diphosphokinase 

pyrA: carbamoylphosphate synthase 

pyrB: aspartate carbamoy (transferase 

pyrC: dihydroorotase 

pyrD: dihydroorotate oxydase 

pyrE: orotate phosphoribosyltransferase 

pyrF: orotidine 5'-phosphate decarboxylase 

pyrG: CTP synthetase 

pyrH: UMP kinase 
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Figurelb: Voie de recyclage des pyrimidines chez E. coli 



udk cdd udk 

CMP < rC > rU > UMP > UTP 

udp 



codA upp 

C > u > UMP 

^ deo4 

odd tdk thyA 

► dU ^ dUMP-« ► dTMP 

tdk 



dC 



1 

dT < ► T 



cdd: cytidine/desoxycitidine desaminase 

cmk: CMP/dCMP kinase horylase 

codA: cytosine desaminase 

deoA: thymidine phosphorylase 

tdk: thymidine kinase 

udk: uridine/cytidine kinase 

udp: uridine phosphorylase 

upp: uridine phosphotransferase 

thyA: thymidylate synthase 

Les enzymes sont ci-dessus representees par leurs genes correspondants. 
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Reaction ddU+Nfdl+U pour psu-nft/ A 
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Figure 3 



4/7 



WO 2004/087918 



PCT/FR2004/000744 



Reaction ddU+l=ddl+U pour psu-/ife/ *C 
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Figure 4 
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Reaction dU+l=dl+U pour pSU-iitdA 




> • i • i t 4 * t i -i i j I i 1 J ! T j —j 1 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 



Temps (heure) 



Figure 5 



WO 2004/087918 



PCT/FR2004/000744 



Reaction dU +j=dl+U p oiirpRf Lnw*r 
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Figure 6 
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SEQUENCE LISTING 

<110> INSTITUT PASTEUR 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

<120> Procede cie modification in vivo de l'activite de synthese d'un 
metabolite par modification d'un gene dont l'activite n'est pas l'activite 
originelle. 

<130> BIF 023274 PCT 

<140> PCT/US/FR03/xxxxx 
<141> 2003-03-28 

<150> FR 03 03910 
<151> 2003-03-28 

<160> 15 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 474 

<212> DNA 

<213> Lactobacillus leichmannii 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (474) 

<223> Region codante du gene N-deoxyribosyltransf erase (dtp) 

<400> 1 



atgccaaaaa agacgatcta 


cttcggtgcc 


ggctggttca 


ctgaccgcca 


aaacaaagcc 


60 


tacaaggaag ccatggaagc 


cctcaaggaa 


aacccaacga 


ttgacctgga 


aaacagctac 


120 


gttcccctgg acaaccagta 


caagggtatc 


cgggttgatg 


aacacccgga 


atacctgcat 


180 


gacaaggttt gggctacggc 


cacctacaac 


aacgacttga 


acgggatcaa 


gaccaacgac 


240 


atcatgctgg gtgtctacat 


ccctgacgaa 


gaagacgtcg 


gcctgggcat 


ggaactgggt 


300 


tacgccttga gccaaggcaa 


gtacgtcctt 


ttggtcatcc 


cggacgaaga 


ctacggcaag 


360 


ccgatcaacc tcatgagctg gggcgtcagc gacaacgtga 


tcaagatgag 


ccagctgaag 


420 


gacttcaact tcaacaagcc 


gcgcttcgac 


ttctacgaag 


gtgccgtata 


ctaa 


474 



<210> 2 

<211> 157 

<212> PRT 

<213> Lactobacillus leichmannii 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (1) . . (157) 
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<223> N-deoxyribosyltransf erase portant la mutation G9S. 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (9).. (9) 

<223> mutation serine/glycine 

<400> 2 

Met Pro Lys Lys Thr He Tyr Phe Ser Ala Gly Trp Phe Thr Asp Arg 
1 5 10 15 

Gin Asn Lys Ala Tyr Lys Glu Ala Met Glu Ala Leu Lys Glu Asn Pro 
20 25 30 

Thr He Asp Leu Glu Asn Ser Tyr Val Pro Leu Asp Asn Gin Tyr Lys 
35 40 45 

Gly lie Arg Val Asp Glu His Pro Glu Tyr Leu His Asp Lys Val Trp 

Ala Thr Ala Thr Tyr Asn Asn Asp Leu Asn Gly He Lys Thr Asn Asp 

70 75 80 

He Met Leu Gly Val Tyr He Pro Asp Glu Glu Asp Val Gly Leu Gly 

85 90 95 

Met Glu Leu Gly Tyr Ala Leu Ser Gin Gly Lys Tyr Val Leu Leu Val 
100 105 " no 

He Pro Asp Glu Asp Tyr Gly Lys Pro He Asn Leu Met Ser Trp Glv 
115 120 125 

Val Ser Asp Asn Val He Lys Met Ser Gin Leu Lys Asp Phe Asn Phe 
±JU 135 140 

Asn Lys Pro Arg Phe Asp Phe Tyr Glu Gly Ala Val Tvr 
145 150 155 y 

<210> 3 

<211> 474 

<212> DNA 

<213> Lactobacillus leichmannii 
<220> 

<221> misc feature 
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<222> (1) . . (474) 

<22 3> Sequence codante de la N-deosyribosyl transferase mutee (NTD* ) 



<400> 3 
atgccaaaaa 


agacgatcta 


cttcagtgcc 


ggctggttca 


ctgaccgcca 


aaacaaagcc 


60 


tacaaggaag 


ccatggaagc 


cctcaaggaa 


aacccaacga 


ttgacctgga 


aaacagctac 


120 


gttcccctgg 


acaaccagta 


caagggtatc 


cgggttgatg 


aacacccgga 


atacctgcat 


180 


gacaaggttt 


gggctacggc 


cacctacaac 


aacgacttga 


acgggatcaa 


gaccaacgac 


240 


atcatgctgg 


gcgtctacat 


ccctgacgaa 


gaagacgtcg 


gcctgggcat 


ggaactgggt 


300 


tacgccttga 


gccaaggcaa 


gtacgtcctt 


ttggtcat.cc 


cggacgaaga 


ctacggcaag 


360 


ccgatcaacc 


tcatgagctg 


gggcgtcagc 


gacaacgtga 


tcaagatgag 


ccagctgaag 


420 


gacttcaact 


tcaacaagcc 


gcgcttcgac 


ttctacgaag 


gtgccgtata 


ctaa 


474 



<210> 4 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<221> amorce 

<222> (1) . . (32) 

<223> amorce codBL pour 1 T amplification du gene PyrC 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



mis cofeature 
(D.-(l) 

n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G, 



<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (2) . . (2) 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G. 



<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (3) . . (3) 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G. 



<400> 4 

nnncccgggc ttcttgctcg cttctcgttt gg 



32 



<210> 5 
<211> 29 
<212> DNA 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> amorce 

<222> (1) . . (29) 

<223> amorce cynTR pour amplifier le gene pyrC. 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (1) 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G. 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (2) . . (2) 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G. 



<400> 5 

nnggatccgt ttgaccgtag cgggcgaac 



29 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



6 

29 
DNA 

Sequence artificielle 



amorce 
(1) . - (29) 

Amorce codBR permettant de deleter le gdne CodA pour la construct 
ion de la souche PAK9. 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



misc^feature 
(1) - . (29) 

n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G. 



<400> 6 

ngaattctta ttcgacactg ttagcctcc 



29 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



7 

27 
DNA 

Sequence artificielle 



amorce 
(1) . - (27) 

Amorce cynTL utilise pour deleter le gene CodA dans la constructi 
on de la souche PAK9. 
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<220> 

<221> misc__f eature 
<222> (1) . . (1) 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G. 
<400> 7 

ngaattcacg actgggttac agcgagc 27 



<210> 8 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> Amorce 

<222> (1) . . (35) 

<223> Amorce ycEL utilise pour amplifier un fragment d'ADN de E.coli (M 
G1655) contenant le gene pyrC. 



<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (1) . . (1) 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G. 



<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (2) . . (2) 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G. 



<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (3) . . (3) 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T , C ou G. 



<400> 8 

nnncccgggg ccgacctgct ggcccactct gacgg 35 

<210> 9 

<211> 38 

<212> DNA 

<213> Lactobacillus leichmannii 
<220> 

<221> Amorce 

<222> (1) . . (38) 

<223> Amorce dinR utilise pour amplifier un fragment d'ADN de E.coli (M 
G1655) contenant le gene pyrC. 

<220> 

<221> misc feature 
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<222> (1) . . (1) 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G. 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



misc_feature 
(2) . . (2) 

n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G. 



<400> 9 

nnggatcccc cggcggcagc gcctacggaa ccgctgcc 



38 



<210> 10 

<211> 37 

<212> DNA 

<213> Lactobacillus leichmannii 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



Amorce 
(1) . . (37) 

Amorce yceR utilise pour 1 ' amplification d'ADN plasmidique trnasf 
ormant lors de la preparation de la souche PAK9 . 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



Amorce 
(1) • . (37) 

Amorce yceR utilisee pour 1 1 amplification d'ADN plasmidique trnas 
f ormant lors de la preparation de la souche PAK9 . 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



misc_f eature 
(1) . . (1) 

Nul£otide comportant une base A, 



T, C ou G. 



<400> 10 

ngaattctta atcagtaaat ggaatgacaa tttcgcc 



37 



<210> 
<211> 
<212> 



11 
34 
DNA 



<213> Lactobacillus leichmannii 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



Amorce 
(1) . - (34) 

Amorce dinL utilisee pour 1 ' amplification d'ADN plasmidique trnas 
f ormant lors de la preparation de la souche PAK9 . 



<220> 
<221> 
<222> 



mi s cofeature 
(1) . . (1) 
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<400> 11 

ngaattcaaa tcgtagcttc ctgttgtcat tagg 

<210> 12 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<221> Amorce 

<222> (1) . . (22) 

<223> Amorce FP23 pour 1 1 amplification du g&ne ntd. 



<400> 12 

cgccagggtt ttcccagtca eg 

<210> 13 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> Amorce 

<222> (1) . . (23) 

<223> Amorce RP23 pour 1 1 amplification du gene ntd. 



<400> 13 

ageggataac aatttcacac agg 2 

<210> 14 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> Amorce 

<222> (1) . . (30) 

<223> Amorce pour 1 f amplification du g£ne ntd clone dans pSU19 ou son 
mutant . 

<400> 14 

gatatacata tgccaaaaaa gacgatctac 31 



<210> 15 

<211> 36 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<221> Amorce 
<222> (1) . . (36) 

<223> Amorce pour 1 1 amplification du gene ntd clone dans pSU19 ou son 
mutant . 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (1) 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G. 



<220> 

<221> misc_f eature 
<222> (2) . . (2) 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G. 
<400> 15 

nnggatcctt agtatacggc accttcgtag aagtcg 
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